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(57) Abstract: The aim of the invention is to investigate the bonding 
of substances to target molecules. This is achieved by means of a 
densely packed device wherein various target molecules are bonded in 
a large number of sample areas. Cross-contamination and evaporation 
need to be minimized. The active surface of the sample areas have 
to be maximized. The inventive solution resides in the use of carrier 
plates, containing densely packed capillary structures and having a very 
large inner surface despite small outer dimensions. 1000 times more 
molecules can be bonded than on a flat outer surface of a comparable 
size. Cross contamination is avoided by the lack of cross links between 
the capillaries. Evaporation is minimized by a small outer surface. 
After the inner surface of the capillaries has been silanized, peptides 
and peptidomimetics are synthesized in a locally targeted manner. The 
molecular interactions of components of the substance library with 
active substances in a solution or a suspension are investigated by means 
of a local resolution optical detection method. Handling, especially 
cleaning and covering with substances, is carried out in a simple manner 
by rinsing liquids through the capillary plate. 

(57) Zusammenfassung: Zur Untersuchung der Bindung von Substan- 
zen an Zielmolektlle wird eine dichtgepackte Anordnung gesucht, bei der 
in vielen Probenarealen jeweils unterschiedliche Zielmolekiile gebunden 
sind. Eine Kreuzkontamination sowie die Verdunstung ist zu minimieren, 
die aktive Oberflache der Probenareale zu maximieren. Die erfindungs- 
gemasse Ldsung besteht in der Verwendung von Tragerplatten, die 
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eine dichte Packung von Kapillarstrukturen enthalten und somit eine sehr grosse innere Oberflache bed kleinen Susseren Abmessun- 
gen besitzen. Hiermit kflnnen 1000-fach mehr Molektile gebunden werden als an einer flachen Susseren Oberflache vergleichbarer 
Grxisse. Die Kreuzkontamination wird durch das Fehlen von Querverbindungen zwischen den Kapillaren verhindert, die Verdunstung 
durch eine kleine aussere Oberflache minimiert. Nach Silanisierung der inneren Kapillaroberflache werden darauf ortsgerichtet Pep- 
tide und Peptidomimetika synthetisiert Die Untersuchung der molekularen Wechselwirkungen von Komponenten der Substanzbib- 
liothek mit in Losung oder Suspension befindlichen Wirkstoffen erfolgt durch ortsauflosende optische Detektionsverfahren. Die 
Handhabung, insbesondere Reinigung und Belegung mit Substanzen, geschieht einfach durch Durchspulen von Flussigkeiten durch 
die Kapillarplatte. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Untersuchung der molekularen Wechselwirkungen 
von loslichen oder suspendierbaren Wirkstoffen mit festphasen-gebundenen 
peptidischen Oder peptoiden Zielmolekulen durch Kapillarplatten mit grofcer innerer 
Oberflache 



Im Gegensatz zu festphasen-immobilisierten miniaturisierten Nukleinsaurebiblio- 
theken, uber die eine Vielzahl von Publikationen in Fachzeitschriften und Patenten 
existieren(S.P.A. Fodor et al. (1991), Light-directed, spatially addressable parallel 
chemical synthesis, science 2S1 .767-773; E.M. Southern et al. {1 992), Analyzing 
and comparing nucleic acid sequences by hybridization to arrays ofoligonucleotides: 
evaluation using experimental models. Genomics 13:1008-1017; G. McGall. etal. 
(1996), Light-directed synthesis of high-densily oligonucleotide arrays using 
semiconductor photoresists. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 26:1 3S55-1 3560, M. Chee 
et al. (1 996), Accessing genetic information with high density DNA arrays. Science 
274:610-614; 5. Singh-Gasson etal. (1 999), Maskless fabrication of light-directed 
oligonucleotide microarrays using a digital micromirror array. Nat. Biotechnol. 
17:974 -978; S.P.A. Fodor et al. (1995), Arrays of materials attached to a 
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substrate. US 5744305; S.P.A. Fodor et al. (1995),Very large scale immobilized 
polymer synthesis. US 5424186; G.H. MeGall et al. (1995), Spatially-addressable 
immobilization of oligonucleotides and other biological polymers on surfaces. US 
5412087, A.S. Heuermann (1999), Method and device for photolithographic 
production of DNA, PNA and protein chips. WO 99601 56A2, G.H. MeGall und N.Q. 
Nam (2000), Synthesis of oliganucleotide arrays using photocleavableprotecting 
groups. US 6022963) sind festphasen-immobilisierte stark miniaturisierte Peptid- 
oder Peptidomimetika-Bibliotheken bislang nur in wenigen Arbeiten beschrieben 
worden (S.P.A. Fodor et al. (1991), Light-directed, spatially addressable parallel 
chemical synthesis. Science 25 1 :767-773; CP. Holmes et al. (1 995), The use of 
light-directed combinatorial peptide synthesis in epitope mapping. Biopolymers 3 
7:199-21 1; M.C. Pirrung etal. (1992), Large scale photolithographic solid phase 
synthesis of polypeptides and receptor binding thereof US 5143854, M.C. Pirrung 
et al. (1995), Large scale photolithographic solid phase synthesis of an array of 
polymers. US 5405783). 

Einer der Hauptgrunde, warum miniaturisierte Peptidbibliotheken, sog. "Peptid- 
Chips", bislang noch keine weite Verbreitung gefunden haben, ist der relativ groSe 
Auf wand bei der Herstellung solcher Anordungen, falls die ublichen, bei "DNA- 
Chips" verwendeten, photolithographischen Syntheseverfahren auf planaren 
Tragem zum Einsatz kommen. Diese Verfahren machen sich im Falle der Nu- 
kleinsauren die Tatsache zu Nutze, daB es nur 4 verschiedene naturlich vorkom- 
mende Nukleotide (Desoxyadenosin, Desoxycytidin, Desoxyguanosin und Thymidin) 
fur den Aufbau von Desoxyribonukleinsaureoligomeren gibt, daS die Kopplungs- 
zeiten beim Aufbau der Oligonukleotide relativ kurz (weniger als 30 min) und die 
Ausbeuten der einzelnen Kopplungsschritte sehr gut (mehr als 99%) sind. Alle drei 
Kriterien haben entscheidenden Einf luss auf die Herstelfungsdauer fur solche Chips 
und damit die Wirtschaftlichkeit des gesamten Vorgangs. 

Bei der photolithographischen Synthese von Oligonukleotiden wirdzunachsteinmit 
einer photolabilen Schutzgruppe vollstandig geschutzter Trager an den Stellen, an 
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denen z.B. ein Thymidinphosphat aufgebracht werden soil, ortsgerichtet durch 
Bestrahlung mit Licht entschOtzt und dann der ganze Trager mit am 5'-OH 
photolabil geschutztem' Thymidinphosphoamidit und geeigneten Kopplungs- 
reagenzien inkubiert. Die Kopplung erfolgt so nur an den gewunschten Stellen und 
der ganze Prozess muss fur die drei anderen Nukleotide wfederholt werden bevor 
das erste Dinukleotid synthetisiert werden kann. Bei einem Chip, der mit 20-mer 
Oligonukleotiden belegt wird, sind daher 80 Kopplungs-, Wasch- und Entschut- 
zungszyklen erforderlich. 

Beim Peptid ist jedoch die Zahl der Komponenten, die zur Kopplung eingesetzt 
werden konnen, deutlich hoher als im Falle der Nukleinsauren. Es gibt 20 
proteinogene Aminosauren, einige naturlich vorkommende nicht-proteinogene 
Aminosauren (z.B. Ornithin), die gleiche Zahl an entsprechenden D-Aminosauren 
sowie eine kontinuierlich steigende Zahl von artifiziellen Aminosauren, wie z.B. 
Cyclohexylalanin, Aminoisobuttersaure, Norvalin, etc., ebenfalls jeweils in D-und 
L-Form. Zusammengenommen kann davon ausgegangen werden, dass zur Zeit etwa 
100 verschiedene Aminosauren zur chemischen Synthese von Peptiden und 
Peptidomimetika zur Verfugung stehen. Werden - konservativ betrachtet - nur die 
Half te dieser Reagenzien zur Synthese einer Substanzbibliothek eingesetzt, ergeben 
sich 1 .000 Kopplungs- und Entschutzungszyklen bei der Synthese einer 20-mer 
Peptid- bzw. Peptidomimetikabibliothek. Daruberhinaus liefertdie Festphasenpep- 
tidsynthese in der Regel Kopplungausbeuten von 85-90% bei Reaktionszeiten von 
etwa 30 min, so dass ublicherweise mindestens eine Wiederholung des Kopplungs- 
schritts mitfrischen Reagenzien notwendig ist, urn die erforderlichen Syntheseaus- 
beuten zu erzielen. Dies bedeutet, dass extrem lange Synthesezeiten von Wochen 
bis hin zu mehreren Monaten fur die Herstellung einer auf einem zweidimensionalen 
Trager iminobilisierten Peptid oder Peptidomimetikabibliothek einkalkuliert werden 
mussen, wenn nach photolithographischen Verfahren vorgegangen wird. Folglich 
wurden bislang nur photolitographische Synthesen von kurzen Peptiden geringer 
Sequenzvariabilitat beschrieben (S.P.A. Fodor et al. (1 991 ), Light-directed, spatially 
addressable parallel chemical synthesis. Science 251 :767-773, CP. Holmes et al. 



WO 01/72412 PCT/EP01/03530 



(1995) r The use of light directed combinatorial peptide synthesis in epitope 
mapping. Biopolymers 37:199-211; M.C. Pirrung et al. (1992), Large scale 
photolithographic solid phase synthesis of polypeptides and receptor binding thereof 
US 5143854). 

Ein alternatives Verfahren, das die Zahl der Arbeitsschritte erheblich reduziert, 
beruht auf der gleichzeitigen Entschiitzung aller tragergebundenen Reaktionspartner 
gefolgt von der parallelen oder sequentiellen ortsgerichteten Applikation der 
unterschiedlichen AminosSurereaktionsmischungen in definierte Probenareale. Damit 
konnen auch Bibliotheken aus ISngeren und komplexen Peptiden oder Peptidomime- 
tika in einem akzeptablen Zeitrahmen synthetisiert werden. Hauptproblem hierbei 
ist allerdings die zu erwartende Kreuzkontamination der Reaktanden, wenn die 
Probenareale dicht beieinander liegen. Eine dichte Packung der Probenareale 
wiederum ist wunschenswert, urn die Substanzbibliothek ausreichend zu 
miniaturisieren. 

Eine mogliche Losung des Problems besteht in der Erhohung der Grenzflachen- 
spannung in den Bereichen zwischen den Probenarealen des planaren Tragers, so 
dass die Reaktionsmischungen als kleine Tropfchen im Bereich der Probenareale 
verharren. Urn dieses Ziel zu erreichen, muss die Trageroberflache zwischen den 
Probenarealen fluoralkyliert werden, wie in T.M. Brennan (1995), Method and 
apparatus for conducting an array of chemical reactions an a support surface, US 
5474796; T.M. Brennan (1 997), Method and apparatus for conducting an array of 
chemical reactions an a support surface, EP 703 825B1 und T.M. Brennan (1 999), 
Method and apparatus for conducting an array of chemical reactions an a support 
surface, US 5985551 beschrieben. Das Verfahren besitzt allerdings den Nachteil, 
dass dieTropfen ohne schutzende Ummantelung stark der Verdunstung ausgesetzt 
sind, was insbesondere bei sehr kleinen Probenvolumina ein erhebliches Problem 
darstellen kann. 

Eine alternative Losung des Kreuzkontaminationsproblems besteht in der Ver- 
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wendung einer porosen Membran, die die Aminosaurereaktionsmischung am Ort der 
Applikation sofort aufsaugt (R. Frank (1 992), Spot synthesis: an easy techniquef or 
the positionalty addressable, parallel chemical synthesis on a membrane support. 
Tetra hedron 48:92 17-9232; R. Frank und 5. Guler (1992), Verfahren zur 
schnellen Synthese von tragergebundenen Oder freien Peptiden oder Oligonukleoti- 
den, damit hergestelltes Flachmaterial, Verwendung sowie Vorrichtung zur 
Durchuhrung des Verfahrens. WO 92/04366; J. Schneider-Mergener (1994), 
Verfahren zur Synthese und Selektionierung von Sequenzen aus kovalent 
verbundenen Bausteinen. WO 94/2052 1). Die ungeordneten Kapillaren in der 
porosen Membran fdhren bei zunehmender Miniaturisierung der Probenareale 
allerdings zu einer Kreuzkontamination und die relativ groBe Oberflache der 
Membran f uhrt auch bei diesem Verfahren zur Verdunstung des Losungsmittels und 
damit u.U. auch zu einer Beeintrachtigung der Kopplungsreaktion. Ein weiteres 
Problem, das beim Einsatz der hier ublicherweise verwendeten Zellulosemembranen 
auftritt, ist eine zum Teil sehr starke Heterogenitat des synthetisierten Produktes. 
Bei einer massenspektroskopischen Untersuchung des gesamten von einem 
Probenareal abgelosten Materials findet man sowohl aminoterminal als auch 
carboxyterminal verkurzte Peptide, die dadurch entstehen, dass aus sterischen 
Grunden innerhalb der Membran die Synthese zu fruh abbricht und dass Kettenneu- 
starts durch Veresterung von Aminosauren direkt am Zellulosesubstrat auch in 
spSteren Synthesezyklen noch stattfinden konnen. Es werden insbesondere urn 1 -4 
Aminosauren carboxyterminal verkurzte Peptide nachgewiesen (D. Goehmann und 
A. Frey, unveroffentlichte Resultate). Eine komplette Blockierung der Hydro- 
xylgruppen der Zellulose durch Acetylierung Oder ahnliche Mafcnahmen zur 
Verhinderung von Kettenneustarts verbietet sich, da der Trager dadurch eine hohere 
Loslichkeit in den ublicherweise zur Festphasenpeptidsynthese verwendeten 
Losungsmitteln gewinnt und erheblich an mechanischer Stabilitat verliert (D. 
Goehmann und A. Frey, unveroffentlichte Resultate). Ein weiterer Nachteil bei der 
Verwendung von Membranen besteht in ihren optischen Eigenschaften. Ins- 
besondere Zellulosemembranen weisen eine starke Eigenf luoreszenz im Emissions- 
bereich vieler handelsublicher Fluorophore auf, so dass. die Empfindlichkeit des 
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Nachweises von Wirkstoffen, die an die Zielmolekule binden, stark reduziert ist (J. 
Helfmann, unveroffentlichte Resultate). 

Ein weiterer Ansatz zur Losung des Kreuzkontaminationsprobiems bei der 
Beschickung eines planaren Tragers mit einer Substanzbibliothek besteht in der 
Verwendung eines Mikroreaktorsystems, bei dem der planare Trager eine 
GefaBwand fur eine Vielzahl von Reaktionskavitaten und zugleich das Tragermedi- 
um fur die Zielmolekule darstellt. Die so allseitig umschlossenen Reaktionskavitaten 
werden z.B. durch Umpositionieren des Mikroreaktorblocks oder mit Hilfe von 
MikrokanSlen, elektroosmotischen Pumpen und Mikroventilen im Reaktorblock 
gezielt mit den gewunschten Reagenzien und Waschlosungen versorgt. Abfall- 
produkte werden auf analoge Weise entfernt (J.L.Winkler et al. (1995), Very large 
scale immobilized polymer synthesis using 1 0 mechanically directed flow paths. US 
5384261; PJ. Zanzucchi et al. (1997), Method of synthesis ofplurality of 
compounds in parallel using a partitioned solid support. US 5643738; P.J. 
Zanzucchi et al. (1 998), Partitioned microelectronic device array. US 5755942; S.C. 
Cherukuri et al. (1999), Method and system for inhibiting crosscontamination in 
fluids of combinatorial chemistry device. US 5980704). Ein entscheidender Nachteil 
solcher Anordnungen ist jedoch ihre Anfalligkeit gegen partikulare Verunreinigungen 
in den Reaktionslosungen, insbesondere wenn die Kanale nur wenige Mikrometer 
Durchmesser aufweisen und die Flussrichtung der Reagenzien und Abfallprodukte 
im Mikroreaktorblock mehrfach geandert wird. Die Gefahr einer Verstopfung des 
Mikroreaktorsystems ist insbesondere bei Kopplungsreaktionen mit Carbodiimiden 
sehr groB, da die hierbei entstehenden organischen Harnstoffderivate eine starke 
Tendenz zur Kristallisation aufweisen. Im ungunstigsten Fall muss dann der 
komplette Mikroreaktorblock ersetzt werden. 

Die existierenden bzw. in der Literatur oder Patenten beschrieben Verf ahren weisen 
alle erhebliche Nachteile auf. Es wird entweder keine groBe Oberflache und damit 
keine hohe Nachweisempfindlichkeit bei kleinen auBeren Abmessungen geboten 
oder die Synthesezeiten sind insgesamt zu lang. Der optische Nach weis wird durch 
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Eigenfluoreszenz stark gestQrt und Kettenabbruche fuhren zu einer inhomogenen 
Probe. Bei dichter Packung der Substanzbibliothek ist eine Kreuzkontamination 
zwischen verschiedenen Probenarealen zu beobachten. Bei kleinen Volumina 
beeinf lusst die Verdunstung die Ergebnisse. Die Handhabung ist umstandlich oder 
sehr empfindlich gegen Partikel. 

ErfindungsgemaBe Losung 

Die Nachweisempfindlichkeit fur die Wechselwirkung (z.B. Bindung) von Wirk- 
stoffen in der FIQssigphase mit festphasen-gebundenen Zielmolekulen wird 
wesentlich bestimmt durch die Anzahl der festphasen-gebundenen Zielmolekule. 
Bei einem ideal planaren Trager ist die zur Bindung zur Verfugung stehende feste 
Phase auf die auBere Oberflache des Tragers begrenzt. Ein optisches Nachweiss- 
ystem (z. B. Fluoreszenzdetektion) ist jedoch immer in der Lage, zusatzlich ein 
bestimmtes Volumen ober- und unterhalb der auBeren Oberflache zu erfassen. 

Gegenstand der Erfindung ist eine Anordnung bzw. ein Verfahren, wie in den 
Anspruchen definiert. Besondere Ausgestaltungen der Erfindung sind in den 
Unteranspruchen beansprucht und inderfolgenden Beschreibung ausgefuhrt, ohne 
dass die Erfindung auf die gezeigten Ausfuhrungsformen beschrankt ware. 

Die Erfindung betrifft allgemein eine Anordnung zur Aufnahme und zum Aufbau 
einer Substanzbibliothek und ein Verfahren zur Erstellung einer solchen Bibliothek. 
Unter "Substanzbibliothek" wird dabei eine Bibliothek oder Ansammlung vieler 
verschiedener, inderRegelaberahnlicher, Substanzen gleicher Klasse verstanden. 
Die Bibliothek dient ublicherweise dazu, die dazu gehorenden Substanzen aufgrund 
irgendeiner Eigenschaft zu durchsuchen und passende Mitglieder oder Zielsub- 
stanzen darin aufzuf inden und ggf . zu selektieren. Beispiele fur Substanzen, die eine 
erfindungsgemaBe Substanzbibliothek bilden konnen und die auchals Zielmolekule 
bezeichnet werden, sind unter anderem DNA-Sequenzen f Peptide, Polypeptide und 
peptoide Substanzen. 



t 
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Insbesondere betrifft die Erfindung eine Struktur, die aus Glas, Quarz, Keramik, 
Kunststoff, Halbmetall oder Metall bestehen kann und durch eine hohe Dichte 
kleiner Kapillaren [1] (Durchmesser 5-1 00 //m) eine groBe innere Oberflache mit 
einerp Mehrfachen der auBeren Oberflache besitzt (siehe Figur 1). Die gesamte 
Dicke dieser Kapiliarplatte [4] (Dicke bis zu 10 mm) und damit die gesamte Lange 
der Kapillaren [1] und deren 15 Oberflache wird durch eine Nachweisapparatur 
erfasst. Da die maximale Belegung (Anzahl von Molekulen) der Kapiliarplatte [4] 
durch die GroBe der inneren Oberflache bestimmt ist, und diese im Vergleich zur 
auBeren Oberflache urn ein Vielf aches (100- bis 1000-fach) groBer ist, erhoht sich 
im gleichen MaBe die Nachweisempfindlichkeit bei Nutzung der Kapiliarplatte [4] 
gegenuber einer planaren Probenanordnung. 

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass auf einer silanisierten Oberflache in 
hoher Qualitat peptidische und peptoide Molekule synthetisiert werden konnen und 
die Zahl der Kettenneustarts fast vollstandig eliminiert werden kann. Wenn 
zusatzlich noch ein verlangertes Ankermolekul, das als Abstandshalter dient, 
zwischen die Oberflache und das Zielmolekul gekoppelt wird, werden die 
Kettenabbruche stark reduziert und die Zuganglichkeit fur die Wirkstoffe erheblich 
verbessert. 

Zur Herstellung einer Bibliothek von Zielmolekullen, von der jede einzelne Spezies 
oder definierte Mischungen bestimmter Spezies an vorher definierte Bereiche der 
Kapiliarplatte [4] synthetisiert oder gebunden werden, muss zunachst die innere 
Oberflache der Kapiliarplatte [4] zur kovalenten Bindung der Zielmolekule befahigt 
werden. Dies geschieht durch Auf bringen einer Organosilanschicht, diefunktionelle 
Gruppen zur Verankerung von peptidischen oder peptoiden Zielmolekulen auf weist. 
Vorzugsweise wird dazu ein K-Aminopropyltrialkoxysilan verwendet, es sind aber 
auch andere organof unktionelle Silane, wiez.B./-Mercaptopropyltrialkoxysilan, fur 
diesenZweckgeeignet. BeiVerwendung von Metall- oder Halbmetallkapillarplatten 
muss zuvor eine Oxidschicht zur Bindung des Silans mittels Oberflachenoxidation 
der Kapiliarplatte geschaffen werden. 
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Auf dieser organofunktionalisierten Kapillarplatte [4] wird dann durch orts- 
abhangiges Aufbringen (z.B. durch Pipettieren) einer Substanz jeweils ein 
Probenareal [3] angelegt. Bei der Substanz kann es sich im einfachsten Falle urn ein 
Reagenz handeln, das die zur Bindung vorgesehenen funktionellen Gruppen der 
Organosilanschicht temporar schutzt. In einer vorzugsweisen Ausfuhrungsform wird 
allerdings ein Ankermolekul in den Probenarealen [3] aufgebracht, mit dem die 
Zielmolekule zwischen 0,5 bis 20 nm uber die innere Oberflache der Kapillarplatte 
[4] hinausgehoben werden konnen, um so eine bessere Wirkstoffbindung zu 
ermoglichen. Als Ankerreagenz wird z.B. Fluorenylmethoxycarbonyl (FMOC)- 
geschutztera-Amino-poly(ethylengfy^ 
verwendet. 

AnschlieSend werden alle nicht mit Schutz- Oder Ankerreagentien derivatisierten 
Bereiche der Kapillarplatte [4] chemisch so abgesattigt, dass dort zu einem spateren 
Zeitpunkt weder eine Synthese oder Kopplung von Zielmolekulen noch eine 
unspezifische Bindung von Wirkstoffen erfolgen kann. Die chemische Absattigung 
derNicht-Probenareale kann jenach Erf ordernis mithydrophilen, hydrophoben oder 
oleophoben Gruppen erfolgen. Unter Standardbedingungen erf olgt die Absattigung 
mit Acetylresten. 

In den folgenden Schritten zur erfindungsgemaSen Herstellung einer Substanzbiblio- 
thek # die sich auch einer Vielzahl von Probenarealen mit jeweils einer Spezies von 
Zielmolekulen zusammensetzt, wird die Schutzgruppe auf dem Trager oder den 
Ankermolekulen in alien Probenarealen [3] synchron entf ernt und anschlieBend die 
Kopplung oder Synthese der peptidischen und peptoiden Zielmolekule in den f Or sie 
vorgesehenen Probenarealen [3] durchgefQhrt. 

Durch Kenntnis der Substanz, die an jedem Ort auf diese Weise gebunden bzw. 
synthetisiert wird, ist eine parallele Analyse der Wechselwirkungen von ver- 
schiedenen Zielmolekulen mit applizierten Wirkstoffen moglich. Voraussetzung dafur 
ist, dass keine wechselseitige Verunreinigung beim ortsabhangigen Aufbringen oder 
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Synthetisieren der Zielmolekule geschieht. 

In Weiterfuhrung des Erf indungsgedankens wird dies durch die parallele Anordnung 
der senkrecht zur Plattenoberflache verlaufenden Kapillaren [1], die nur zu den 
auSeren Plattenoberf lachen hin often sind, erreicht. Durch das somit erzielte Fehlen 
jeglicher Querverbindungen zwischen verschiedenen Probenarealen [3] werden 
Kreuzkontaminationen auch bei groBer Dichte der Probenareale [3] erfolgreich 
verhindert. Ein Probenareal [3] umfasst mehrere (z.B. bis zu 4.000) Kapillaren [11. 
Aufpipettierte Substanzen werden in die Kapillaren [1] gezogen, was je nach 
Flussigkeit auch durch Erzeugung eines Unterdrucks auf einer Kapillarplattenseite 
unterstutzt werden kann. Ein FlieSen aus den Kapillaren [1] heraus uber mehrere 
Kapillaren [1] hinweg in ein anderes Probenareal [3] ist ausgeschlossen, da die 
Flussigkeit durch Kapillarkraft in der Kapillare gehalten wird. Ein Heraustropfen von 
Losungen aus den Kapillaren [1] aufgrund sehr geringer Viskositat wird bei diesen 
Flussigkeiten durch eine dicht an die Unterseite der Kapillarplatte [4] positionierte 
Platte [12] (Figur 2) mit hydro- und oleophober Oberflache wirksam unterdruckt. 

In Fortsetzung des Erfindungsgedankens ist aufgrund der nach beiden auSeren 
Plattenoberflachen hin offenen Kapillaren [1] auch eine einfache Automatisierung 
einer in der Kapillarplatte [4] durchgefuhrten Festphasenpeptidsynthese moglich. 
Dabei konnen nach Abschluss eines Kopplungsschrittes die Reagenzien und 
Abfallprodukte unidirektional durch Anlegen von Vakuum an die Unterseite der 
Kapillarplatte [4] aus den Kapillaren [1] herausgesaugt und die Kapillaren [1] durch 
Aufbringen von Waschlosungen auf der Oberseite der Kapillarplatte [4] synchron 
gespult werden. Fur langere Inkubationen und Waschschritte konnen alle 
Reagenzien und Waschlosungen, die synchron auf alle Bereiche der Kapillarplatte 
[4] appliziert werden sollen, auch durch Fluten der gesamten Kapillarplatte [4] von 
der Unterseite her mit alien Kapillaren [1] in Kontakt gebracht und anschlielSend 
durch Anlegen von Unterdruck wieder entfernt werden. Eine Apparatur zur 
synchronen Applikation von Wasch- und Reagenzlosungen auf alle Bereiche der 
Kapillarplatte [4] ist in Figur 2 dargestellt. 
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Nachdem auf diese Weise ortsabhangig unterschiedliche ZielmolekQIe auf den 
Probenarealen [3] synthetisiert Oder gebunden worden sind, wird der gesamte 
Trager einem gelosten Oder suspendierten partikularen Wirkstoff in der Flussigphase 
ausgesetzt, wobei darauf geachtet werden muss, dass beim Einsatz von Suspensio- 
nen die Partikelgrolie immer deutlich unter dem inneren Durchmesser der Kapillaren 
[1] tiegt. Durch die Redundanz mit vielen Kapillaren je Probenareal stellen einzelne 
Partikel jedoch kein Verstopfungsrisiko fur ein gesamtes Probenareal dar. Die 
Inkubation derSubstanzbibliothek mitWirkstofflosungen oder-suspensionen sowie 
Spulvorgange davor und danach werden in einerbevorzugten Ausfuhrungsform mit 
einem einfachen Aufbau durchgefuhrt, wie er in Figur 3 dargestellt ist. 

Die Analyse der Wirkstoff bindung geschieht in einem bevorzugten Ausfuhrungsbei- 
spiel optisch anhand von Fluoreszenzmarkierungen durch Bindung eines Fluorophors 
an die Wirkstoff e. In einer alternativen Ausfuhrungsform sind die Fluorophore an die 
Zielmolekule gebunden. Zum Auslesen wird das einzelne Probenvolumen, das sich 
aus der Dicke der Kapillarplatte und dem Probenbereich [3] zusammensetzt, sowohl 
von Anregungslicht vollstandig durchsetzt als auch von der Detektionsoptik 
vollstandig erfasst. Die Vielzahl der Probenorte wird durch zeitlich sequentielles 
Abrastern erfasst, wobei entweder die Kapillarplatte zweidimensional unter der 
ortsfesten optischen Anordnung bewegt wird oder der Strahlengang uber die 
Kapillarplatte bewegt wird. Die Verwendung von Quarz oder Glas als Material fur 
die Kapillarplatte minimiert hier erfindungsgemaR den Einfluss der 

Detaillierte Beschreibung der erfindungsgemaBen Losung in einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform 

Es wird beschrieben wie die gesamte Kapillarplatte vorbehandelt wird. AnschlieSend 
werden die Probenareale erzeugt und darauf die Substanzen synthetisiert. Fur alle 
Vorgange, der die Kapillarplatte vollstandig ausgesetzt wird, wiez.B. Waschen, ist 
eine automatisierte Vorrichtung beschrieben. Diese Vorrichtung ist mit einem 
Pipettierroboter kombiniert, so dass die Kapillarplatte in der gieichen Vorrichtung 
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gewaschen und entschutzt werden kann sowie die einzelnen Syntheseschritte 
durchgefuhrt warden konnen. Zur Untersuchung der Bindung eines Wirkstoffs an 
die Substanzbibliothek wird eine weitere Vorrichtung beschrieben, in die die 
Kapillarplatte eingelegt wird und mitdem Wirkstoff in Kontakt gebracht wird. Hierin 
wird gleichzeitig der optische Nachweis der Bindung durchgefQhrt. 

Derivatisierunq der Kapillarplatte zur Aufnahme der Substanzbibliothek 
Die Kapillarplatte wird durch Atzen aus homogenem Glas, in einem alternativen 
Verfahren aus heterogenem Glas r hergestellt. Das Oxidieren von Silizium und 
MetalIoberfl§chen und Silanisieren von Glas- f Quarz-, Silizium-, Keramik- sowie 
oxidierten Silizium- oder Metalloberf lachen ist Stand der Technik und wurde in der 
Fach- und Patentl'rteratur bereits vielfach beschrieben (z.B. zur Oberf lachenoxidation 
eines Siliziumtragers: A.W. Flounders et al. (1997), Patterning of immobilized 
antibody layers via photolithography and oxygen plasma exposure. Biosensors 
Bioelectronics 12:447-456; z.B. zur Silanisierung: M. Lynn (1975), Inorganic 
support intermediates:covalent coupling of enzymes on inorganic supports. In: 
"Immobilized Enzymes, Antigens, Antibodies and Peptides", H.H. Weetall, Hrsg., 
Marcel Dekker, New York, NY, USA, pp. 1-48; H.M. Weetall (1976), Covalent 
coupling methods for inorganic support materials. Methods EnzymoL 44: 1 34-1 48) . 

In dem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel wird dazu eine unbehandelte Kapillarplatte 
[4] mit Oberflachenoxid-, Keramik- oder Glasbeschichtung entweder in einer 
oxidierenden Saure, wie z.B. Chromschwefelsaure oder heiBer konzentrierter 
Salpetersaure, fur eine Stunde von adsorbierten organischen Verbindungen bef reit, 
funf- bis zehnmal durch Durchsaugen von hochreinem Wasser (auf einer Nutsche, 
Glasfritte oder einer speziell fur die Kapillarplatte [4] entwickelten SpQIvorrichtung 
(Figur 2) gewaschen und bei 250 °C getrocknet. 

Alternativ konnen anheftende organische Verbindungen durch Pyrolyse bei 500 °C 
in einer Sauerstoffatmosphare entfernt werden. Nach dem Abkuhlen wird die 
Kapillarplatte [4] fur 1 8 Stunden bei Raumtemperatur in einer Losung von 2% (v/v) 
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K-Aminopropyltriethoxysilan in Wasser/Aceton (1:1) beschichtet, zehnmal durch 
Durchsaugen von Aceton gewaschen, trocknen lassen und uber Nacht bei 1 20 °C 
gesintert. 

Definition der Probenareale 

Die Definition der Probenareale [3] ist im bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel ein 
zweistufiges Verfahren, wobei zuerst mit Hilfe eines programmierbaren Pipettier- 
roboters Portionen einer Reaktionsldsung mit Ankermolekulen in bestimmte 
Regionen der Kapillarplatte [4] pipettiert werden, die damit zu Probenarealen [3] 
werden. Im zweiten Schritt werden alle reaktiven Gruppen in den Nicht-Proben- 
arealen mit Acetylresten abgesattigt. 

Dazu werden jeweils ca. 0,4 bis 4000 nl einer Losung, die einen zweifachen 
molaren UberschuS - bezogen auf die Anzahl der Aminofunktionen im ent- 
sprechenden Bereich der derivatisierten Kapillarplatte [41 - an a-FMOC-Amino- 
poly(ethylenglycol)propionsaure-a;-N-hydroxybenzotriazolester in N-Methylpyrrolidon 
enthalt, in die kunftigen Probenareale [3] der Kapillarplatte [4] pipettiert, fur 
beispielsweise vier Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, jeweils dreimal durch 
Durchsaugen von Dimethylformamid und absolutem Ethanol gewaschen und unter 
Reinraumbedingungen im Luftstrom getrocknet. Zur Erhohung der Kopplungsaus- 
beute kann der gesamte Kopplungs- und Waschzyklus ein bis dreimal wiederholt 
werden. Der a-FMOC-Amino-poly(ethylenglycol)propionsaure-a;-N-hydroxyben- 
zotriazolester wird unmittelbar zuvor z.B. durch Umsetzung von a-FMOC-Amino- 
poly(ethylenglycol)propionsaure mit 2-(1 H-Benzotriazol-1 -yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethy- 
luroniumhexafluorophosphat (HBTU) (z.B. im Verhaltnis 1:1,2) oder in situ durch 
Umesterung von z.B. a-FMOC-Amino-poly(ethylenglycol)propionsaure-i«;-N-hydro- 
xysuccinimidester mit wasserfreiem N-Hydroxybenzotriazol und Diisopropylcarbo- 
diimid (im Verhaltnis 1:0,5:0,5) in N-Methylpyrrolidon hergestellt. 

Im anschlieBend Absattigungsverfahren wird die gesamte Kapillarplatte [4] z.B. 
jeweils dreimal fur je eine Stunde bei Raumtemperatur in ftinf- bis zehnfachen 
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inneren Plattenvolumen einer Losung von 2% (v/v) Acetanhydrid, 1% (v/v) 
Diisopropylethylamin in Dimethylformamid inkubiert, wobei die Platte alle 1 5 min 
so in der Losung bewegt wird, dafc sich die Reaktionslosung in den Kapillaren [1] 
austauscht. Danach wird die Kapillarplatte [4] auf einer Fritte oder Nutsche je 
dreimal mit Dimethylformamid und Ethanol gewaschen und im Luftstrom getrock- 
net. 

Im folgenden Entschutzungsverfahren wird die abgesattigte Kapillarplatte [4] dreimal 
f Qr je fOnf Minuten bei Raumtemperatur in funf bis zehn inneren Plattenvolumen 
einer Losung von 20% (v/v) Piperidin in Dimethylformamid inkubiert. Danach wird 
die Kapillarplatte [4] wie oben beschrieben gewaschen und abschlieSend 
getrocknet. 

Herstellung der Substanzbibliothek in den Probenarealen 

Die Synthese der Substanzbibliothek von peptidischen oder peptoiden ZielmolekQIen 
verlauft semi- oder vollautomatisch nach dem Standard-FMOC-Syntheseverfahren 
fur Zellulosefilter-immobilisierte Peptidbibliotheken (R. Frank (1992), Spot synthesis: 
an easy technique for the positionally addressable, parallel chemical synthesis on 
a membrane support. Tetra hedron 48:9217-9232), wobei die Losungen, welche 
die aktivierten, aminoterminal und Seitenketten-geschutzten Aminosauren enthalten, 
mit Hilfe eines Pipettierroboters in die entsprechenden Probenareale [3] der 
Kapillarplatte [4] pipettiert und dortdurch Kapillarkrafte indie Kapillaren [1]gezogen 
und fur den Verlauf der Kopplungsreaktion inkubiert werden. Beim vollautomati- 
schen Verf ahren (siehe Figur 2) wird die Kapillarplatte [4] mit dem 5-f achen inneren 
Plattenvolumen an Dimethylformamid innerhalb von 30 sec uberschichtet und die 
Reaktionsgemische gefolgt von der darubergeschichteten Waschlosung mit 
Unterdruck abgesaugt. Dann werden entweder die nicht reagierten Aminofunktionen 
mit Hilfe von Acetanhydrid blockiert oder nach weiterem Waschen der Kapillarplatte 
[4] in Dimethylformamid und Ethanol der gesamte Kopplungszyklus noch ein- bis 
dreimal wiederholt, bevor die nicht reagierten Aminofunktionen blockiert und 
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anschlieBend die FMOC-Schutzgruppen in den Probenarealen [3] der gesamten 
Kapillarplatte [4] entfernt werden. Dieser Synthesezyklus wird so lange wiederholt, 
bis die Peptide in der gewunschten Lange erhalten werden* Dann werden die 
Seitenketten der Aminosauren entschutzt, die gesamte Kapillarplatte [4] mit 
Dimethylformamid und Ethanol gewaschen, unter Reinraumbedingungen im 
Luftstrom getrocknet, unter Schutzgas (z.B. Argon oder Stickstoff) in eine 
Kunststofffolie eingeschweiSt und bei -70 °C in Gegenwart von Trockenmittel 
gelagert bis sie fur die weitere Untersuchung der Bindung von Wirkstoffen an die 
Substanzen auf der Kapillarplatte benotigt werden. 

Alternativ dazu konnen auf die freien Aminofunktionen in den Probenarealen. [3] der 
Kapillarplatte [4] auch z.B. Bromacetylreste zur Kopplung von thiol-haltigen Peptiden 
oder Aldehydreste zur Bindung von Proteinen auf gebracht werden. Welche Biokon- 
jugatchemie hier optimal geeignet ist, hangt von den individuellen Erfordemissen der 
zu koppelnden peptidischen oder peptoidischen Zielmolekule ab und kann an dieser 
Stelle nicht allgemeingultig beschrieben werden. 

Vorrichtung zum vollautomatischen Waschen, Absattiqen und Entschutzen 
Das vollautomatische Waschen, Absattigen und Entschutzen ist die bevorzugte 
Ausfuhrungsform bei der Herstellung der Substanzbibliothek. Es ist gegenuber 
einem manuellen Verf ahren bevorzugt, da es Arbeitszeit und Reagenzien spart und 
die gesamte Synthese verkurzt und kosteneffizienter gestaltet (Figur 2). 

Zur Montage wird die Kapillarplatte [4] auf das Untertetl eines Synthesetisches [6] 
gelegt, der fest mit einem Pipettierroboter verbunden ist. Dabei kommen die 
Randbereiche [5] der Kapillarplatte auf einer weichen, losungsmittelresistenten 
Dichtung [7] zu liegen. AnschlieBend werden Abstandhalter [81 rings urn die 
Kapillarplatte [4] dicht an die Randbereiche [5] herangeschoben und durch 
Gewindebolzen [9] gegen Verschieben gesichert, so da& die Kapillarplatte [4] auf 
dem Probentisch ortsfest positioniert ist. Danach wird das Oberteil des Syn- 
thesetisches [10] auf die Gewindebolzen [9] gesteckt und mit Hilfe einer Mutter 
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[11] gegen die Kapillarplatte [4] und den Abstandhalter [8] bzw. das Unterteil des 
Synthesetisches [6] gezogen, so daB die im Ober- und Unterteil des Syntheseti- 
sches [10 und 6] befindlichen Dichtungen [7] zusammengepreBt werden und die 
Kapillarplatte [4] zur Seite hin abdichten. 

Fur das Beschicken der Probenareale [3] wird der hydrophob und oleophob 
beschichtete Kolben [1 2] an die Unterseite der Kapillarplatte [4] herangeschoben, 
so daB keine Reaktionslosung wahrend der Kopplungsreaktion nach unten aus der 
Kapillarpiatte [4] austreten kann. 

Zum Waschen nach Beendigung der Kopplungsreaktion wird die gesamte Kapillar- 
platte [4] aus den Waschlosungszuflussen [1 3] mit Waschlosung uberschichtet, der 
Kolben [1 2] nach unten bewegt und zur Entfernung der durch die Kapillarplatte [4] 
gesaugten Losungen am Ablaut [14] Vakuum angelegt. Dann wird der Kolben [1 2] 
wiederandie Unterseite der Kapillarplatte [4]herangeschoben, die Kapillarplatte [4] 
wieder mit Waschlosung uberschichtet und der Waschvorgang beliebig wiederholt 
(Figur 2A). Nach AbschluB des Waschvorgangs wird so lange Luft durch die 
Kapillarplatte [4.] gesaugt, bis alle Ldsungsmittelreste verdunstet sind. Dann wird 
der Kolben wieder an die Kapillarplatte [4] herangeschoben und ein erneuter 
Pipettierzyklus durchgefuhrt, die Platte abgesattigt Oder entschutzt. Zum Absattigen 
nicht reagierter Aminofunktionen und zum Entschutzen von Aminofunktionen wird 
der Kolben [1 2] nach unten geschoben und die Kavitat, die durch Zuruckziehen des 
Kolbens [12] unterhalb der Kapillarplatte [4] entsteht, mit der gewunschten Reak- 
tionslosung durch den ReagenzienzufluB [15] befullt. Bei verschlossenem Ablaut 
[1 4] und ReagenzienzufluB [1 5] wird der Kolben fur die Dauer der Reaktion langsam 
auf- und abbewegt, so daS die Reaktionslosung in gleichmaBigem FluS durch die 
Kapillaren [1] stromt und die Reaktion stattfinden kann (Figur 2B). AnschlieBend 
wird die Kapillarplatte [4] wie oben beschrieben gewaschen. 

Vorrichtunq zur Bindunq von Wirkstoffen an die auf der Kapillarplatte immobilisierte 
Substanzbibliothek 



WO 01/72412 



PCT/EP01/03530 



- 17- 



Zur Untersuchung der Bindung von Wirkstoff en an die auf der inneren Oberf lache 
derKapillarpIatte [4] bef indliche Substanzbibliothek isteineVorrichtung notwendig, 
mitder eine Wirkstofflosung oder -suspension gleichmaBig durch alle Kapillaren [1] 
gesptilt werden kann, so daS jede Wirkstoffkomponente mit jeder Zielmolekul- 
spezies in Kontakt kommen kann (Figur 3). 

Im bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel wird zur Montage die Kapillarplatte [4] auf das 
Unterteil des Inkubationstisches [16] gelegt. Dabei kommen die Randbereiche [5] 
der Kapillarplatte auf einer weichen Dichtung [17] zu liegen. AnschlieBend werden 
Abstandhalter [18] rings urn die Kapillarpiatte [4] gelegt, das Oberteil des 
Inkubationstisches [19] aufgesetzt und durch eine Klammer [20] mittels An- 
druckfedem [21] auf die Kapillarplatte [4] und den Abstandhalter [18] bzw. das 
Unterteil des Inkubationstisches [16] gedruckt, so dalS die im Ober- und Unterteil 
des Inkubationstisches [19 und 16] befindlichen Dichtungen [17] zusarnmengepreBt 
werden 5 und die Kapillarplatte [4] zur Seite hin abdichten. Dann wird ein 
Ultraschallgeber [22] in eine Ausparung des Abstandhalters [1 8] geschoben, bis er 
Kontakt mit dem Randbereich [5] der Kapillarplatte [4] hat. 

Zur Beschickung der Vorrichtung wird der Kolben [23] nach unten geschoben und 
die Kavitat, die durch Zuruckziehen des Kolbens [23] unterhalb der Kapillarplatte [4] 
entsteht, mit der gewunschten Wirkstofflosung oder -suspension durch den 
Einfullstutzen [24] befullt. Das Volumen der Wirkstofflosung oder -suspension sollte 
mindestens das 1 ,5-f ache des inneren Volumens der Kapillarplatte [4] plus das 
Volumen der uber der Kapillarplatte [4] befindlichen Kavitat [25] betragen. 

Zur Inkubation wird bei verschlossenem Ablauf [26] und Einfullstutzen [24] der 
Kolben [23] langsam nach oben bewegt, so daB die Luft aus den Kapillaren [1] in 
die Kavitat [25] entweichen kann. Noch in Kapillaren [1] eingeschlossene Luft kann 
durch Beschallung mit dem Ultraschallgeber [22]entfernt werden. Wenn der Kolben 
[23] bis an die Kapillarplatte [4] herangeschoben wird, fiillt sich die Kavitat [25] 
vollstandig mit Wirkstofflosung oder -suspension und sowohl die Luft als auch 
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Gberzahlige Wirkstoff losung bzw. -suspension weichen durch seitliche Kanale [27] 
in die Ausgleichsgefa&e [28] aus. Durch wiederholtes Heben und Senken des 
Kolbens [23] mit kurzem Hub wird dann die Losung oder Suspension in den 
Kapillaren [1] mit der in der Kavitat [25] befindlichen Losung oder Suspension 
gemischt und noch in der Kavitat [25] befindliche Luftblasen schrittweise in die 
AusgleichsgefaBe [28] vertrieben. 

Zum EntleerenderVorrichtung wird der Kolben [23] so weitzuruckgeschoben, daS 
der Ablauf [26] freikommt, durch den dann die Wirkstofflosung oder -suspension 
durch Anlegen von Unterdruck entfernt wird. 

Das Waschen der Vorrichtung erfolgt in analoger Weise unter Verwendung 
geeigneter Waschlosungen. 

Die ortsaufgeloste Detektion der Wirkstoff reaktion mit den Zielmolekulen kann 
ebenfalls in der Vorrichtung erfolgen, da die uber der Kapillarplatte [4] befindliche 
Kavitat [25] nach oben durch ein transparentes Fenster [29] begrenzt wird und 
damit beispielsweise die Bindung oder die Abspaltung von Fluorophoren in der 
Vorrichtung mit Hilfe der in Figur 4 beschriebenen MeSeinrichtung detektiert bzw. 
verfolgt werden kann. 

Vorrichtung zum Nachweis der Bindung von Wirkstoffen an Zielmolekule 
Nachweisverfahren fur die Bindung von Molekulen sind in der Literatur und in 
Patenten vielfaltige beschrieben, sie basieren meist auf der Verwendung von 
radioaktiven oder optischen Markern. Fur den Nachweis von Bindungen in der 
Kapillarplatte werden optische Methoden die eine Durchdringung der Stege 
zwischen den Kapillaren erlauben, verwendet. Die vielfaltigsten optischen Methoden 
basieren auf Fluoreszenzmarkierungen (z.B. M.V. Rogers (1997), Light on high- 
throughput screening: fluorescence-based assay technologies, Drug discovery 
Today 2:156-1 60). Die Fluoreszenzmarkierung wird durch Kopplung eines 
Fluorophors entweder an die Zielmolekule oder an die Wirkstoffe hergestellt. Zum 
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Auslesen wird im bevorzugten AusfGhrungsbeispiel das einzelne Probenvolumen, 
das dem Probenareal [3] tiber die gesamte Dicke der Kapillarplatte entspricht, 
sowohl von Anregungslicht vollstandig durchsetzt, als auch von der Detektionsoptik 
vollstandig erfaBt. Urn ein Obersprechen von benachbarten Probenarealen zu 
verhindern, wird zu einem Zeitpunkt nur ein Probenort beleuchtet und die Detektion 
nur auf einen Probenort begrenzt. Die Vielzahl der Probenorte wird durch zeitlich 
sequentielles Abrastern erfasst. Die Messung an einem Probenort kann sowohl 
kontinuierlich als auch mit repetierenden Pulsen geschehen. Im ersten Fall wird mit 
einer kontinuierlich abstrahlenden bandpaBgef ilterten Lichtquelle oder einem Laser 
bestrahlt, wobei das schmalbandige Anregungslicht an die Absorption des 
Fluoreszenzmarkers angepaBt ist. Die Detektion geschieht schmalbandig im Bereich 
der Fluoreszenzemission des Fluoreszenzmarkers mit einem geeigneten Photodetek- 
tor. Bei der in Figur 4 dargestellten gepulsten Fluoreszenzanregung wird ein 
Laser [30] zur Beleuchtung eingesetzt, dessen Pulsdauer mindestens ein Drittel der 

Lebensdauer des Markierungs-Fluorophors betragt . Der kollimierte Strahl des Lasers 
[31] wird durch einen wellenlangenselektiven Strahlteiler [32] in Richtung auf die 
Kapillarplatte [4] reflektiert. Durch ein Objektiv [33] wird der Strahl so auf ein 
Probenareal [3] der Kapillarplatte [4] fokussiert, daS das gesamte Probenvolumen 
eines Probenareals [3] durchstrahlt wird. Dasisotrop abgestrahlte Fluoreszenzlicht 
[34] der Fluroreszenzmarkierung wird durch das gleiche Objektiv [33] kollimiert und 
passiert den selektiven Strahlteiler [32] aufgrund der groBeren Wellenlange der 
Fluoreszenz. Durch ein schmalbandiges Filter [35] wird Streulicht des Anregungs- 
lasersstarkunterdruckt, das Fluoreszenzlicht bei moglichst hoher Transmission aber 
durchgelassen. Mit einem weiteren Objektiv [36] wird das Fluoreszenzlicht auf den 
Photodetektor [37] fokussiert. Durch eine zeitaufgeloste Detektion mit einer 
Anstiegszeit von kleiner als einem Drittel der Fluoreszenzlebensdauer des 
Fluorophors kann das Fluoreszenzsignal besonders vorteilhaft in einer Zeittor- 
Integrationstechnik mit einem Boxcar-Integrator [38] nach Abkfingen sowohl des 
elastischen Streulichts, als auch von Raman-gestreutem Licht erfaBt werden. Das 
Zeittor wird sinngemaB ca. nach der zweif achen Laserpulsdauer geoff net und bleibt 
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fur ca. die zweifache Flubrophorlebensdauer often. 

Ein Triggersignal vom Laser [39] liefert die Zeitbasis fur das Zeittor. Mit Hilfe eines 
der Laserpulsenergie proportionalen Signals vom Laser [40] kann uber einen zweiten 
Kanal des Boxcar-Integrators [38]eine Normierung des Fluoreszenzlichts und damit 
eine Korrektur fQr Schwankungen der Laserpulsenergie durchgefuhrt werden. In 
einem Rechner [41] werden alle Daten gesammelt und es kann abschlieSend eine 
Auftragung der Fluoreszenzintensitat uber dem jeweiligen Probenort dargestellt 
werden und eine Zuordnung der detektierten Signale zu den Zielmolekiilen erfolgen. 

Beschreibunq der Figuren 

Figur 1 enthalt eine schematische Darstellung einer Kapillarplatte [4] in Aufsicht und 
als Schnitt. Die einzelnen Kapillaren [1] sirid durch Stegbereiche [2] voneinander 
getrennt. Die Probenareale [3] umfassen eine Vielzahl von Kapillaroffnungen. Der 
Randbereich der Platte [5] enthalt keine Kapillaren. 

Figur 2 zeigt eine Vorrichtung zum vollautomatischen Waschen, Absattigen und 
EntschQtzen der Kapillarplatte [4] wahrend der Synthese der Substanzbibliothek. 
Dabei ist die Kapillarplatte [4] zwischen Oberteil [10] und Unterteil [6] des 
Synthesetisches eingesetzt und mit Hilfe entsprechender Dichtungen [7] und 
Abstandhalter [8] uber einen Gewindebolzen [9] mit Mutter [11] in ihrer Position 
fixiert. Im Oberteil des Synthesetisches [10] befinden sich WaschlosungszuflQsse 
[13], im Unterteil [6] ReagenzienzufluB [15] und Ablauf [14]. Ein Kolben [12] kann 
im Unterteil des Synthesetisches [6] bewegt und bis an die Unterseite der 
Kapillarplatte [4] geschoben werden. 

Figur 3 zeigt eine Vorrichtung zur Bindung von Wirkstoffen an die auf der 
Kapillarplatte immobilisierte Substanzbibliothek. Die Kapillarplatte [4] ist zwischen 
Oberteil [19] und Unterteil [16] des Inkubationstisches eingesetzt und mit Hilfe 
entsprechender Dichtungen [17] und Abstandhalter [18] durch eine Klammer [20] 
mit Andruckf eder [21] in ihrer Position fixiert. Ein Ultraschallgeber [22] ist seitlich 
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an der Kapillarplatte [4] angebracht. Im Unterteil des Inkubationstisches befinden 
sich Einfullstutzen [24] und Ablaut [26] fur die Wirkstofflosungen, die mit einem 
Kolben [23] durch die Kapillarplatte [4] in die obere Kavitat [25] gedruckt werden , 
konnen. Seitliche Kanale [27] fuhren aus der Kavitat [25] in ein AusgleichsgefaS, 
daszum Auffangen verdrangter Luft und uberschussiger Wirkstofflosung dient. Die 
Kavitat [25] ist oben mit einem transparenten Fenster [29] abgeschlossen, so dafc 
eine direkte optische Detektion von Reaktionen in der Vorrichtung moglich ist. 

Figur 4enthalt eine schematische Darstellung einer Vorrichtung zum Nachweis der 
Bindung von Wirkstoffen an die Substanzbibliothek mittels optischer Verfahren. 
Fluorophormarkierte Zielmolekule auf der Kapillarplatte [4] werden durch einen von 
einem gepulsten Diodenlaser [30] erzeugten Laserstrahl [31], der durch einen 
wellenlangenselektiven Strahlteiler [32] und ein Objektiv [33] auf das Probenareal 
gelenkt wird, zur Fluoreszenz angeregt. Das abgestrahlte Fluoreszenzlicht [34] 
durchdringt den Strahlteiler [32], einen BandpaBfilter [35] und ein weiteres Objektiv 
[36], bevor es auf den Photodetektor [37] auftrifft. Fur die Integration des 
Fluoreszenzsignals innerhalb eines Zeittores erhalt ein Boxcar-Integrator [38] vom 
Laser ein zeitliches Triggersignal [39] und zur Normierung des Fluoreszenzsignals 
ein der Laserenergie proportionates Signal [40]. Von einem Rechner [41] wird ein 
beweglicher Probentisch [42] so angesteuert, daB nacheinander die Probenareale 
gemessen werden konnen. Das normierte Fluoreszenzsignal wird uber dem 
Probenort dargestellt. 
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Legende 

1 Kapillare 

2 Stegbereich zwischen Kapillaren 

3 Probenareal 

4 Kapillarplatte 

5 Randbereich der Kapillarplatte 

6 Untertefl des Synthesetisches 

7 Losungsmittelresistente Dichtung 

8 Abstandhalter 

9 Gewindebolzen. 

1 0 Oberteil des Synthesetisches 

11 Mutter 
12Kolben » 

1 3 Waschlosungszuf luB 

14 Ablauf 

15 Reagenzienzuflufc 

16 Unterteil des Inkubationstisches 

17 Dichtung 

1 8 Abstandhalter 

1 9 Oberteil des Inkubationstisches 

20 Klammer 

21 Andruckfeder 

22 Ultraschallgeber 

23 Kolben 

24 Einfullstutzen 

25 Kavitat 

26 Ablauf 

27 Kanal 

28 AusgleichsgefaB 

29 Transparentes Fenster 
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30 Gepulster Diodenlaser 

31 Laserstrahl 

32 Strahlteiler 

33 Objektiv 

34 Abgestrahltes Fluoreszenzlicht 

35 BandpaSfilter 

36 Objektiv 

37 Photodetektor 

38 Boxcar-Integrator 

39 Triggersignal vom Laser 

40 Der Laserpulsenergie proportionates Signal vom Laser 

41 Rechner 

42 Beweglicher Probentisch 

Im f olgenden werden noch einige bevorzugte Ausfuhrungsformen der erfindungs- 
gemaBen Anordnung bzw. des erfindungsgemaGen Verfahrens angegeben. 

A. Verfahren und Vorrichtung zur Untersuchung der molekularen Wechsel- 
wirkung von loslichen oder suspendierbaren Wirkstoffen mit festphasen- 
gebundenen peptidischen oder peptoiden Zielmolekulen dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die daf ur notwendige Oberf lache innerhalb einer Platte in Form 
von Kapillaren geschaffen wird. Die Kapillaren von einer Plattenseite zur 
gegenGberliegenden Seite durchgehen, dabei aber untereinander nicht 
verbunden sind. 

B. Verfahren und Vorrichtung, wie gemaB A definiert, die dadurch gekenn- 
zeichnet sind, daS eine Vielzahl von parallelen Kapillaren in der Platte 
angeordnet sind, die Flussigkeiten durch Kapillarkraft in die Kapillaren Ziehen 
und darin halten. 

C. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
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dadurch gekennzeichnet sind, dass die Kapillarplatte aus einem der 
Materialien Glas, Quarz, Silizium, Kunststoff, Halbmetall, Keramik, Metall 
oder einer Kombination dieser Materialien hergestellt ist. 

D. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die innere Oberflache zur kovalenten 
Bindung von Zielmolekulen bef ahigt wird oder eine Synthese der Zielmoleku- 
len erfolgt. 

E. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die innere OberflSche durch eine 
Organosilanschicht, die funktionelle Gruppen zur Verankerung von peptidi- 
schen oder peptoiden Zielmolekulen aufweist, bedeckt ist. 

F. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass zur Silanisierung K-Aminopropyltrialkox- 
ysilan oder andere organofunktionelle Silane verwendet werden. 

G. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass bei Verwendung von Metall- oder 
Halbmetallkapillarplatten vor der Silanisierung eine Oxidschicht zur Bindung 
des Silans mittels Oberflachenoxidation der Kapillarplatte geschaffen wird. 

H. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass in der Kapillarplatte ortlich begrenzte 
Probenareale angelegt werden. 

I. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass eine Vielzahl von Probenarealen jeweils 
mit einem Durchmesser von bis zu 2.000 um oder einer Anzahl von bis zu 
4.000 benachbarten. Kapillaren auf einer Kapillarplatte angelegt werden. 
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J. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die Kapillaren eine Lange sowie die 
Kapillarplatte eine Dicke von 100 bis 2.000//m besitzen. 

K. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass durch Auf pipettieren einer Substanz auf 
die Kapillarplatte die funktionelle Gruppe der Organosilanschicht temporar 
geschutzt wird. Der so geschutzte Bereich stellt ein Probenareal dar. 

L. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass durch Auf pipettieren eines Reagenz auf 
die Kapillarpiatte ein geschutztes AnkermolekQI an jeder Bindungsstelle des 
Probenareals entsteht, wobei das AnkermolekQI gleichzeitig als Abstands- 
halter zur inneren Oberflache dient. 

M. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass durch Aufpipettieren von Fluoren- 
ylmethoxycarbonyl (FMOC)-geschutzter ar-Amino-poly(ethylenglyco!)-fc/- 
propionsaure-N-hydro-xybenzotriazolester ein geschutztes Probenareal 
angelegt wird. 

N. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass alle nicht geschutzten Bereiche der 
Kapillarplatte chemisch abgesattigt werden. 

0. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die Schutzgruppen in den Probenarealen 
der gesamten Kapillarplatte entfernt werden. 

P. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass Peptide Oder peptoide Zielmolekule orts- 
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abhangig sequentiell aus AminosSuren in den Probenarealen der Kapillar- 
platte synthetisiert werden. 

Q. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die vollstandigen peptiden oder 
peptoiden ZielmolekGleortsabhangig in den Probenarealen der Kapiilarplatte 
gebunden werden. 

R. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass durch die ortsabhangig unterschiedlichen 
Sequenzen von peptiden oder peptoiden Zielmolekulen eine Substanzbiblio- 
thek aufgebaut wird. 

S. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass auf mindestens einer Seite der Kapiilar- 
platte ein mit einem Ventil versehenes geschlossenes und variables Volumen 
existiert, in das Flussigkeiten mit loslichen oder suspendierbaren Wirkstoffen 
sowie andere Flussigkeiten und Gase eingelassen werden konnen und 
abgesaugt werden konnen. 

T. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass durch Ankopplung von Ultraschall an die 
Kapiilarplatte Gasblasen gelost werden konnen. 

U. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass durch Ankopplung von Ultraschall die 
Reaktionsgeschwindigkeiten in den Kapillaren erhoht werden. 

V. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die Bindung der Wirkstoffe an die 
Zielmolektile nachgewiesen wird. 
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W. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass eine Veranderung der Zielmolekule durch 
die Wirkstoffe bewirkt und nachgewiesen werden kann. 

X. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die Kapillarplatte transparent oder 
opaque ist und einer optischen Messung frei zuganglich ist. 

Y. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass losliche oder suspendierbare Wirkstoffe 
fluoreszenzmarkiert sind und in die Kapillaren eingebracht werden. 

Z. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass nach einer bestimmten Zeit die 
nichtgebunden Wirkstoffe entf ernt werden und die gebundenen Wirkstoffe 
anhand der Fluoreszenzmarkierung nachgewiesen werden. 

AA. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die festphasen-gebundenen peptidischen 
oder peptoiden Zielmolekule fluoreszenzmarkiert sind. 

BB. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass losliche oder suspendierbare Wirkstoffe, 
Sauren oder andere Flussigkeiten in die Kapillaren gespult werden, nach 
einer bestimmten Zeitwiederausgespult werden und das Vorhandensein der 
. noch gebundenen fluoreszenzmarkierten Zielmolekule nachgewiesen wird. 



CC. 



Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die Fluoreszenzmarkierung mit Licht im 
UV, im Sichtbaren oder nahen Infrarot angeregt und detektiert wird. 



WO 01/72412 



PCT/EP01/03530 



-28- 



DD. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass die Fluoreszenzanregung mit einem 
gepulsten Diodenlaser mit einer Pulsdauer von wenigerals 10nsgeschieht. 

EE. Verfahren und Vorrichtung wie in den vorherigen Abschnitten definiert, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dass der Nachweis der Fluoreszenz zur 
UnterdrQckung von Streulicht in einem Zeittor nach Abklingen des Anre- 
gungspulses geschieht. 



WO 01/72412 



-29- 



PCT7EP01/03530 



Korriqierte Patentansoruche 



1 . Anordnung zur Auf nahme oder zum Aufbau einer Substanzbibliothek, die 
einen Kdrper aufweist r der von einer Vielzahl von Kapillaren durchdrungen 

ist zur Aufnahme einzelner Substanzen der Substanzbibliothek oder von ) 
deren VorlSufern. 

2. Anordnung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass sich die Kapil- 
laren parallel, bevorzugt senkrecht durch den Korper erstrecken, wobei 
mindestens eine Off nung der Kapillaren f rei zuganglich ist, um FIQssigkeit in 
die Kapillaren Ziehen und darin halten zu kdnnen. 

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet 
dass die Substanzbibliothek eine Bibliothekvon Zielmolekulen, insbesondere 
eine Peptid-, Polypeptid- oder DNA-Bibliothek ist. 

4. Anordnung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zumindest die innere Oberflache der Kapillaren mit einer 
Schicht, insbesondere einer Organosilanschicht, Qberzogen ist, die zur 
kovalenten Bindung von ZielmolekQIen geeignete funktionelle Gruppen 
aufweist. 
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5. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass auf dem Kapillaren aufweisenden K6rper ortlich begrenzte 
Einzelareale mit jeweils einer Gruppe von Kapillaren gebildet sind. 

6. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die auSerhalb 
der Einzelareale liegenden Bereiche chemisch abgesattigt sind. 

7. Anordnung nach einem der vorhergehenden AnsprGche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Korper transparent oder opaque ist und fur eine optische 
Messung verwendbar ist, 

8. Verfahren zum Aufbau einer Substanzbibliothek, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

a) die Kapillaren in einer Anordnung nach einem der AnsprQche 1 bis 7 
mit einer funktionelle Gruppen tragenden Schicht uberzogen warden 
unter Ausbildung festphasengebundener funktioneller Gruppen, 

b) in vorbestimmten Bereichen f Or die Bindung vorgesehene funktionelle 
Gruppen aktiviert bzw. entschiitzt werden, 

c) zum Aufbau der gewunschten Substanz geeignete Reagenzien bzw. 
Untereinheiten, ggf . in aktivierter und/oder geschutzter Form, mit 
den vorbestimmten Bereichen in Kontakt gebracht werden, unter 
solchen Bedingungen, dass jeweils eine kovalente Bindung mit der 
festphasengebundenen funktionellen Gruppe ausgebildet wird, 

d) . anschlieSend QberschQssige Reagenzien entfernt werden und 

e) die Schritte b) bis d) nach Bedarf wiederholt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass als zum Aufbau 
geeignete Reagenzien AminosSuren, ggf. mit geschutzten funktionellen 
Gruppen oder modifizierte AminosSuren verwendet werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass durch Aufpipettieren eines Reagenz auf den Kapillarkdrper an jeder 
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Bindungsstelle, die ZielmolekOle auf nehmen soil, ein geschtltztes Ankermo- 
lekQI entsteht, das bevorzugt gleichzeitig als Abstandshalter dient. 

1 1 . Verfahren zur Untersuchung einer molekularen Wechselwirkung zwischen 
Wirkstoffen und festphasengebundenen Zielmolekulen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die ZielmolekOle in Kapiflaren auf einer Anordnung nach 
einem der AnsprQche 1 bis 7 gebunden sind und vorbestimmte Bereiche des 
Kapillarkorpers mit den Wirkstoffen in Kontakt gebracht werden, wobei die 
Wirkstoffe bevorzugt in gelSster oder suspendierter Form vorliegen. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass ZielmolekOle 
oder Wirkstoffe mit einer Markierung versehen sind, die durch die Bindung 
eines Wirkstoffs an ein ZielmolekQl nachweisbar verSndert wird. 

1 3. Verfahren nach Anspruch 1 1 oder 1 2, dadurch gekennzeichnet dass die 
Bindung oder Nichtbindung eines Wirkstoffes an ein ZielmolekQl optisch, 
bevorzugt durch Fluoreszenz oder Fluoreszenzldschung, nachgewiesen wird. 
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Schnitt 

Fig. 2 
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